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細胞に対して増殖因子活性を示す Heparin Binding EGF-like Growth Factor (HB-EGF) がヒト大動脈・冠動脈に
発現し、動脈硬化形成に関与することを示してきた。また近年、 ;11 vÏfro において、膜結合型 HB-EGF (ProHBｭ
EGF) が、隣接する細胞に対して増殖因子活性をもつこと (Juxtacrine 増殖機構)、更に膜蛋白である CD9 がその
作用を著明に増強することが示されている。しかし、 tn\・ivo における血管平滑筋細胞での Juxtacrine 増殖機構は明
らかではな L 、。
本研究では、 CD 9 の動脈硬化形成過程における関与を明らかにするため、ヒト動脈硬化巣における CD9 の局在





ン切片を作成した。抗 CD- 9 モノクローナル抗体および HB-EGF の C末端側およびN末端側を認識する 2 種類の抗
HB-EGF 抗体を用い免疫組織学的検討を行った。また、 Juxtacrine 活性に関する検討はヒト大動脈由来平滑筋細胞、
マウス L細胞に CD9 や ProHB-EGF を発現させた細胞を用いた。




3) CD 9 陽性細胞の同定
動脈硬化巣での二重染色により、平滑筋細胞およびマクロファージの一部で CD9 免疫活性が認められた。
4) CD 9 、 ProHB-EGF 及び PCNA の局在の検討
動脈硬化巣における ProHB呂GF と CD9 の局在を検討したところ、 CD9 と ProHB-EGF の両免疫活性を強く認
-258 一
める部位は内弾性板付近であった。また、このような部位では、 CD9 陽性平滑筋細胞に密接して PCNA (Proliferｭ
ating Cell Nucleus Antigen) 陽性細胞が観察された。
5) 培養血管平滑筋細胞での CD9 の発現及び Juxtacrine 増殖活性の測定
共焦点レーザー顕微鏡で観察したところ、 CD9 及び ProHB-EGF 免疫活性は、培養血管平滑筋細胞における細胞
辺縁に認めた。予め固定した平滑筋細胞 (2M NaCl で前処理し、細胞外マトリックスに結合した増殖因子を取り除
いた後)を別に培養中の平滑筋細胞に添加、接触させると平滑筋細胞のチミジンの取り込みは増加し、その効果は抗
CD9 抗体添加により ProHB-EGF の阻害剤投与時と同様に抑制された。
6) CD9 および ProHB-EGF 発現細胞の接触による平滑筋細胞増殖能の検討
CD9 および ProHB-EGF 発現細胞を固定し、平滑筋細胞を添加し検討したところ、 CD9 と ProHB-EGF を共発
現した細胞を接触させた時に、チミジンの取り込みは約 5 倍に増加した。また CD9 のみ、または ProHB-EGF のみ
を発現させた細胞の接触では、増殖能の充進は殆どみられなかった。
[総括]
本研究により、ヒト動脈において CD9 が動脈硬化巣に局在し、内弾性板付近の CD9 陽性平滑筋細胞に PCNA 陽
性細胞が密接して存在すること、および培養血管平滑筋細胞において CD9 と ProHB-EGF が細胞接触時の増殖機構




接触した状態で作用する j向ux乱ta卸crine児 機構による血管平滑筋細胞増殖の存在を示唆したものである o これまで、膜結
合型 HB-EGF である proHB-EGF は、 CD9 との共発現により増殖活性が促進されることが報告されてきたが、血
管平滑筋細胞における作用は明らかでなかった。しかし今回以下の点が示されている。正常のヒト動脈においては
proHB-EGF の発現を認めたが、 CD9 の発現を認めなかった。しかし動脈硬化巣において、内弾性板付近の平滑筋
細胞に CD9 と proHB-EGF の発現を認め、さらに内弾性板付近の CD9 陽性平滑筋細胞に接した PCNA 陽性細胞の
存在を示した。これにより、 in l・ivo での CD9 の動脈硬化形成への関与と juxtacrine 機構による血管平滑筋細胞増
殖の存在が示唆された。また、 il1 vitro において、血管平滑筋細胞が juxtacrine 増殖活性をもつことを明らかにした。
そして、その juxtacrine 増殖活性が、 CD9 の阻害により、 HB-EGF の阻害時と同程度の抑制をうけることを明らか
にし、 juxtacrine 機構による血管平滑筋細胞増殖における CD9 の関与を示唆した。また、 CD9 と proHB-EGF の
共発現細胞が平滑筋細胞の増殖能を充進させることも確認している o
本研究は血管平滑筋細胞における juxtacrine 機構による細胞増殖の可能性を示し、動脈硬化巣形成における血管
平滑筋細胞の増殖機構を解明する上で、極めて意義深いもので、学位に十分値するものである。
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